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RESUMO

A hipertensdo arterial € um problema de saude publica, sendo a disfuncéo vascular associada
a menor biodisponibilidade do oxido nitrico (NO), substancia vasodilatadora que pode reagir
com espécies reativas de oxigénio e ter sua atividade prejudicada. Terapias antioxidantes tém
sido propostas como alternativa para prevenir danos vasculares associados ao aumento das
substancias pro-oxidantes na hipertensdo arterial. Um importante flavonoide e antioxidante é
a glicosil hesperidina (GHD), derivado da hesperidina presente em frutas citricas. O objetivo
deste estudo é avaliar in vivo o efeito agudo da GHD sobre a reatividade vascular de ratos
normotensos no inicio da administracdo do inibidor da sintese de NO, o N ® -Nitro-L-arginina
metil ester (L-NAME), periodo no qual a pressdo arterial comeca a se elevar. Foram
utilizados ratos Wistar machos, submetidos a administracdo de L-NAME (20 mg/rato) durante
24 horas prévias a eutanasia. Em um dos grupos, concomitantemente, foi feita a administracao
de GHD (75 mg/rato). Apds a eutandsia, a artéria mesentérica superior foi removida e
preparada em miografo para analise das respostas de relaxamento e contracdo através de
curvas concentracdo-efeito a acetilcolina, ao nitroprussiato de sodio e a fenilefrina, também
foram realizadas coleta de sangue e analises plasmaticas de glicose, albumina, uréia,
superoxido dismutase e catalase. Como resultado a GHD promoveu melhora no relaxamento
dependente do endotélio na presenca de L-NAME, por um mecanismo que nao esta associado
a sua atividade antioxidante. Conclui-se que o tratamento com GHD possui potencial positivo
como agente preventivo na disfuncdo vascular relacionada a baixa biodisponibilidade de NO.

Palavras-chave: Glicosil Hesperidina. L-NAME. Hipertensdo. Flavondides. Estresse
oxidativo.



ABSTRACT

Hypertension is a public health problem and this vascular dysfunction is associated with less
bioavailability of nitric oxide (NO), a vasodilatory substance that can react with reactive
oxygen species and have its activity impaired. Thus, has been proposed antioxidant therapies
as an alternative to prevent vascular damage associated with the increase of the pro-oxidant
substances in hypertension. An important flavonoid and antioxidant is Glycosyl Hesperidin
(GHD), derived from hesperidin present in citrus fruits. The aim of this study is to evaluate in
vivo the acute effect of GHD on the vascular reactivity of normotensive mice at beginning of
the NO synthase inhibitor administration, the Nw-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME),
period which blood pressure begins to rise. Were given to male Wistar rats L-NAME (20 mg /
rat) for 24 hours prior to euthanasia. In one group, were given concomitant administration of
GHD (75 mg / rat). After euthanasia, the mesenteric artery was removed and prepared in a
myograph for analysis of relaxation and contraction responses through acetylcholine, sodium
nitroprusside and phenylephrine concentration-effect curves. Plasma samples has been collect
for analyzes of glucose, albumin, urea, superoxide dismutase and catalase. As result, GHD
promoted endothelium-dependent relaxation improvement in the presence L-NAME, by a
mechanism that’s not associated with an antioxidant activity. Thus, we concluded that GHD
treatment has a positive potential as a preventive agent in vascular dysfunction related to low
NO bioavailability.

Keywords: Glycosyl Hesperidin. L-NAME. Hypertension. Flavonoids. Oxidative stress.



1 INTRODUCAO

A Hipertensdo Arterial Sisttmica (HAS), de acordo com as Diretrizes Brasileira de
Hipertensdo VI — DBH VI, é conceituada como:

[...Jcondicdo clinica multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de
pressdo arterial (PA). Associa-se frequentemente a alteracbes funcionais e/ou
estruturais dos 6rgdos — alvo (coragdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a
alteracBes metabdlicas, com consequente aumento do risco de eventos
cardiovasculares fatais e ndo fatais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010, p. 01).

Porém, a HAS ¢é considerada uma “assassina silenciosa” uma vez que, na maioria dos
casos, ndo ha sintomas iniciais de sua ocorréncia, levando ao diagnostico tardio onde os sinais
associados a esta patologia surgem somente quando ha dano a outros tecidos e érgdos. Assim,
o tratamento adequado para controle da presséo arterial e seu diagnostico precoce é de grande
importancia para reduzir a ocorréncia de tais complicacBes e, consequentemente, a
mortalidade (BORENSTEIN, 1993; KUMAR et al., 2010; NOBRE et al., 2013; O’SHEA et
al., 2017).

Atualmente, o tratamento para o controle da pressdo arterial se da através de uso diério
e ininterrupto de medicamentos anti-hipertensivos, mudancas na alimentacdo e no estilo de
vida. Em casos onde o tratamento ndo é adequadamente realizado, aproximadamente metade
dos pacientes morre de insuficiéncia cardiaca congestiva ou acidente vascular encefélico.
Assim, a HAS é, portanto, considerada um problema de satde publica alarmante (KUMAR et
al., 2010; SILVA JUNIOR et al., 2016).

Quanto a incidéncia da doenca, conforme pesquisado por GOI et al. (2017) em uma
publicacdo da American Heart Association de 2015, que informa dados coletados de 2001 a
2011, pode-se notar que a HAS é uma preocupante adversidade, ndo somente no Brasil, mas
em todo mundo, onde ocasiona cerca de 7,5 milhdes de oObitos, representando 12,8% do total
de mortes por ano. No Brasil, a prevaléncia exata da hipertensdo avaliada por estudos
populacionais ainda € considerada precaria, porém estudos relatados na DBH VI indicam que,
em média, 30% da populacdo adulta apresente HAS em algum grau, onde mundialmente o
Brasil esta na sexta colocacdo entre os paises com niveis elevados de mortalidade por doencas
cardiacas, infartos e HAS (NOBRE et al., 2013; SIMAO et al., 2016; GOl et al., 2017).

Apesar de ser uma patologia multifatorial, € importante citar que nos ultimos anos,
houve evidéncia crescente da associacdo entre espécies reativas de oxigénio (EROs) e o
desenvolvimento da HAS, onde o aumento da producdo de EROs leva a um desequilibrio
organico que tem como consequéncia o estado de estresse oxidativo, descrito como um dos
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principais fatores que contribuem para o desenvolvimento do dano tecidual, disfungéo
endotelial e surgimento de diversas patologias (KUMAR et al., 2010; CASTRO, 2010;
SILVA e CERCHIARO, 2011; LOPERENA e HARRISON, 2017).

Dentro do contexto da HAS, o estado de estresse oxidativo acarreta em uma
superproducdo de O2e- (radical superoxido), molécula que reage com o 6xido nitrico (NO)
disponivel, que como consequéncia acarreta em sua menor biodisponibilidade. O NO é um
importante mediador fisioldgico envolvido diretamente no relaxamento e controle do tono
vascular, promovendo a diminuicdo do calcio intracelular endotelial, o que acarreta em
reducéo na fosforilagdo da cadeia leve de miosina, favorecendo o relaxamento o musculo liso
vascular. Desta forma, possui um papel consideravel na protecdo do vaso sanguineo. Assim,
guando sua biodisponibilidade se encontra diminuida, pode ocorrer favorecimento do estado
contratil do musculo liso vascular, com consequente aumento da pressdo arterial
(ZILBERSTEIN e FILHO, 2000; DUSSE et al., 2003; KUMAR et al.,2010; SILVA e
CERCHIARO 2011; GONZALEZ-VICENTE e GARVIN, 2017; LOPERENA e
HARRISON, 2017).

Os antioxidantes sdo um grupo de substancias que, quando presentes em
concentracfes ideais em relagdo aos substratos oxidaveis, inibem ou atrasam
significativamente 0s processos oxidativos (VINCENTINO e SOUSA, 2007;
VASCONCELOS et al., 2014). Desta forma, pode ser interessante o uso destas moléculas
como agentes preventivos da reducdo de biodisponibilidade do NO. Neste contexto, 0s
flavonoides sdo compostos fendlicos amplamente encontrados em frutas e vegetais,
constituindo uma importante fonte antioxidante (BARREIROS, 2006; ALVES et al., 2007;
DINIZ et al., 2015).

De forma geral, diversos estudos ao longo dos anos relatam o efeito cardioprotetor dos
flavonoides, pois quando colocados na dieta exercem efeitos benéficos em enfermidades
cardiovasculares (OLIVEIRA et al., 2006; LUIS e ALLER, 2008; BARBOSA e
FERNANDES, 2014; ISKENDER et al., 2017). Estas substancias existem em ampla
variedade nos alimentos, com diversas variagdes estruturais e potenciais variados, por esta
razdo, sdo divididos em diversos grupos. Exemplos a exercer efeitos interessantes vém do
grupo das flavanonas: como a narirutina, a naringina, a neohesperidina e a hesperidina
(SIVAM, 2002).

A hesperidina esté presente naturalmente em frutas citricas, principalmente no limao e

na laranja (MANTHEY et al., 2001), sendo a ela atribuidas multiplas atividades bioldgicas,



tais como anti-inflamatéria, antioxidante, vasodilatadora, antiviral, hipolipidémica,
antitumoral, antimicrobiana, antiviral, anticancerigena, entre outras, podendo atuar como
“varredora” de radicais livres, moduladora de atividades enzimaticas, e inibindo a proliferacdo
celular. Porém, devido caracteristicas estruturais que resultam em sua baixa solubilidade, a
absorcdo organica da hesperidina é limitada (ROOHBAKHSH et al., 2015; ISKENDER et al.,
2017)

Devido a estas circunstancias, pode ser interessante considerar o uso da Glicosil
Hesperidina, ou simplesmente G-Hesperidina (GHD), um derivado soluvel em agua da
hesperidina, produzida por reacdo de transglicosilacdo biotecnoldgica. A GHD apresenta
biologicamente o mesmo perfil metabolico e efeitos da hesperidina, ou seja, possui as mesmas
vantagens e propriedades antioxidantes (YAMADA et al., 2006; OHARA et al., 2015;
OHARA et al., 2016). No entanto, sua solubilidade chega a ser 10 mil vezes maior do que a
hesperidina natural, onde estudos de biodisponibilidade em ratos relatam que a concentracéo
plasmética dos metabdlitos da hesperidina, apds ingesta da GHD, é de 6-7 vezes maior do que
guando ha administracdo oral de hesperidina comum. Por esta razdo, considera-se que a GHD
possui atividade bioldgica igual ou até mesmo superior a hesperidina, sendo absorvida com
maior facilidade, devido a alta solubilidade em &gua, resultando em maior concentracdo de
seus metabolitos antioxidantes (YAMADA et al., 2006; OHARA et al., 2015; LIPSON, et al.,
2015).

Por estas razbes é de interesse a analise do uso de GHD na elevacdo da pressdo
arterial, uma vez que possui os mesmos efeitos antioxidantes da hesperidina, todavia com
maior biodisponibilidade. Assim, este projeto tem como objetivo observar os efeitos
antioxidantes e preventivos da ingesta aguda desta substancia em ratos, logo no inicio da

elevacdo da pressdo arterial induzido pelo inibidor da sintese de NO, o L-NAME.



2 MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste projeto, foram utilizados ratos da linhagem Wistar,
machos, com 7 a 9 semanas de vida, provenientes do Centro Multiinstitucional de Bioterismo
da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - UNICAMP, Campinas, SP), 0s quais
ficaram alojados no biotério da Universidade Séo Francisco (USF — Braganca Paulista - SP)
em gaiolas coletivas. Agua e racdo padrio foram fornecidas ad libitum. O biotério dispde de
ciclo claro/escuro (12/12 h). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
USF (Protocolo: 001.06.2017 — Versdo II; IP. Ciuca: 200.225.122.34; CIAEP/CONCEA No
01.226.2014).

Foram utilizados 18 animais divididos aleatoriamente em 03 grupos: 1) Controle
(CTL); 2) L-NAME (LN); 3) L-NAME + G-HESPERIDINA (LN-GHD). O tratamento dos
animais ocorreu da seguinte forma: Tratamento do grupo CTL decorreu da administracdo de
soro fisiologico, o grupo LN recebeu L-NAME na concentracdo de 20 mg/rato, e o grupo LN-
GHD recebeu concomitantemente 20 mg/rato de L-NAME e 75 mg/rato de G-Hesperidina. O
preparo dos tratamentos ocorreu através da diluicdo em agua dos compostos concentrados,
obtendo no final as concentragcbes mencionadas anteriormente. Os volumes para
administracdo foram de 0,5 ml por rato, através de gavagem. A eutanasia dos animais ocorreu
24 horas ap6s os respectivos tratamentos. A dose de administracdo do L-NAME (20 mg/rato)
estd de acordo com estudos prévios (PACCA et al., 2002; PRIVIERO et al., 2007;
OLATUNUJI et al., 2017) e estudos anteriores realizados no Laboratério Multidisciplinar de
Pesquisa — Setor de farmacologia cardiovascular (USF), onde este projeto sera realizado. A
dose escolhida para G-hesperidina foi determinada devido resultados satisfatorios obtidos
previamente com a hesperidina, na mesma dose (Laboratorio Multidisciplinar de Pesquisa —
setor de farmacologia cardiovascular- USF).

Os animais foram sedados com o anestésico isoflurano e eutanasiados por
deslocamento cervical. Apds laparotomia, retirou-se amostras de sangue através da puncao da
aorta abdominal e utilizacdo de tubos com anticoagulante EDTA. A porc¢do toracica da artéria
mesentérica superior foi removida, tendo o excesso de tecido gorduroso e conjuntivo retirado,
o vaso foi posteriormente dividido em diversos anéis, através de cortes transversais. Apos
isolado, o material de estudo foi imediatamente acondicionado em solugéo de Krebs-Ringer
(composicdo em mM: NaCl: 118; NaHCO3: 25; glicose 5,6; KCI: 4,7; KH2PO4: 1,2;
MgS04.7H20: 1,17 e CaCl2.2H20: 2,5) e utilizados para avaliacdo funcional das artérias.



O sangue coletado foi posteriormente centrifugado a 3000 RPM por 10 minutos, sendo
a porcao superior, referente ao plasma, separada em microtubos que foram imediatamente

acondicionados em freezer -80C.

2.1 Avaliagéo da reatividade vascular

Os aneis de mesentérica superior foram montados em miografo para érgédos isolados
com capacidade de 5 ml por cuba, contendo solucdo de Krebs-Ringer, aquecida a 37°C e
aerada com 95% de O2 e 5% de CO2. Os tecidos foram montados entre dois ganchos de
metal, sendo um deles fixo e o outro conectado a um transdutor de forca. Foi aplicada uma
tensdo inicial de aproximadamente 10 mN, periodicamente ajustada até que ocorra a
estabilizacdo de tensdo dos mesmos, durante um periodo aproximado de 45 a 60 minutos. As
alteracbes de tensdo foram medidas por transdutores isométricos e registradas em sistema
PowerLab de aquisicdo de dados (software versdo 7.2, AD Instruments, MA, EUA). A
contracdo da artéria foi avaliada por curvas concentracdo-efeito a fenilefrina. As respostas de
relaxamento para acetilcolina (dependente de endotélio) e nitroprussiato de sodio
(independente de endotélio) serdo obtidas nos anéis de artéria mesentérica pré-contraidos com

fenilefrina.

2.2 Avaliacdo da funcéo renal e da funcéo hepética

As funcOes renal e hepéatica foram avaliadas pela dosagem dos niveis plasmaticos de
ureia e albumina, respectivamente, utilizando kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa, MG,
Brasil). Os niveis plasmaticos de albumina foram dosados a partir do sistema de desvio de
picos de absortividade méxima de um corante complexo (verde de bromocresol) quando este
se liga na albumina. A amostra foi misturada com o reagente de cor e apds 2 minutos foi
determinada a absorbancia. A cor formada foi medida colorimetricamente em 630 nm, sendo
proporcional a concentragdo de albumina na amostra.

Os niveis plasmaticos de ureia foram dosados a partir do principio de que a ureia é
hidrolisada pela urease produzindo amonia e dioxido de carbono. Os ions de amonia reagem
em pH alcalino com o salicilato e o hipoclorito de sodio sob a acdo catalisadora do
nitroprussiato de sodio para formar o azul de indofenol. A amostra foi misturada com a urease
tamponada, incubada a 37°C por 5 minutos. Apds, adicionou-se o oxidante de uso e incubou-
se novamente a 37°C por 5 minutos. Determinou-se a absorbancia em 600nm. A intensidade



de cor formada foi proporcional a quantidade de ureia na amostra. O célculo de ambos

parametros foi realizado conforme instrugdes do fabricante.

2.3 Avaliacao do estado oxidativo

Amostras de plasma e kits especificos (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA)
foram utilizados para dosagem sanguinea de SOD (superdxido dismutase) e catalase,
buscando avaliar a atividade destas enzimas antioxidantes ap6s o tratamento (in vivo) dos
animais com a G-hesperidina, verificando se este composto teve impacto na producéo dos
antioxidantes enddgenos.

Para dosagem da atividade da enzima SOD, foi empregado um método que utiliza o
sal de tetrazOlio para detectar os radicais de superoxido gerados da xantina oxidase e da
hipoxantina. A xantina oxidase e a hipoxantina produzem radicais superoxido, os quais
reagem ao sal tetrazdlio e formam compostos vermelho formazan. Uma unidade de SOD é
definida como a quantidade da enzima necessaria para a exposicao de 50 % da dismutacao do
radical superdxido. A amostra foi colocada nos poc¢os presentes na placa do kit de dosagem de
SOD, juntamente com o detector de radical diluido, em seguida a placa foi incubada por 30
minutos em temperatura ambiente. Posteriormente foi feita a leitura da absorbancia em 460
nM.

Para dosagem de catalase, foi utilizada sua funcdo de peroxidase para determinar sua
atividade enzimatica. O método é baseado na reacdo da enzima com metanol na presenca de
perdxido de hidrogénio. O formaldeido produzido foi mensurado de forma calorimétrica com
a substancia 4-amino-3-hidrazino-5-marcapto-1,2,3-triazol (purpald) como cromogénico. O
purpald forma especificamente um anel heterociclico duplo com os aldeidos, uma vez que
ocorra a oxidacdo a solucdo muda de incolor para roxo. A amostra foi colocada nos pocos
presentes na placa do kit de dosagem de catalase, sendo prontamente seguidas as instrucoes

do fabricante para realizacdo do teste, com leitura de absorbancia em 540 nM.

2.4 Avaliacao da glicemia

A glicose sanguinea foi determinada atraveés de kit comercial (Labtest, Lagoa Santa,
MG,Brasil) contendo um reagente Gnico com glicose oxidase, peroxidase, 4-aminoantipirina,
fenol, tampdo fosfato, azida sodica e surfactantes. O principio do método consiste na oxidacdo

da glicose presente na amostra através da reacdo com a enzima glicose oxidase, gerando



peroxido de hidrogénio, o qual reage com o 4-aminoantipirina e com fenol, sob acéo
catalisadora da peroxidase, formando uma substdncia vermelha denominada
antipirilquinonimina. Por fim, as amostras foram lidas em 505nm. A intensidade da cor é
proporcional a concentracdo de glicose das amostras e os calculos foram realizados de acordo

com as instrucgdes do fabricante.

2.5 Andlise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M) para 0s
experimentos. Foram realizadas analise de variancia (ANOVA) seguidas de pos-teste de
Tukey-Kramer para determinacdo das diferencgas entre os grupos. Foi adotado um nivel de

significancia de P<0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A acetilcolina (ACh) atua fisiologicamente no endotélio vascular como agonista de
receptores muscarinicos na célula endotelial, presente nas artérias e arteriolas. Sua interacao,
através da formacdo de segundos mensageiros, promove a liberacdo de ifons de Ca?" do
reticulo endoplasmatico e eleva os niveis de calcio intracelular (ZAGO e ZANESCO, 2006;
TABATA et al., 2017). A enzima eNOS é ativada na presenca desta elevacdo de Ca?*
citoplasmatico se fosforilando em phospoeNOS, resultando na producdo de NO, o qual se
difunde do endotélio para o musculo liso vascular, exercendo ali sua acdo vasodilatadora,
através do relaxamento muscular (CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002; DUSSE et al., 2003;
ZAGO e ZANESCO, 2006; TABATA et al., 2017).

Assim, foram realizadas curvas concentracdo-efeito a ACh, com o objetivo de avaliar
a acdo moduladora do tratamento agudo com a G-hesperidina sobre o relaxamento vascular
dependente do NO proveniente do endotélio vascular. O tratamento agudo de 24 horas com L-
NAME promoveu relevante reducdo do relaxamento induzido pela ACh, produzindo uma
diminuicdo significativa de sua poténcia (P<0,05). Este resultado é esperado, uma vez que 0
mecanismo de a¢do do L-NAME consiste em inibir competitiva e reversivelmente o sitio de
ligagdo da L-arginina (substancia precursora do NO) na enzima produtora de NO, reduzindo
assim sua producdo e levando a um menor relaxamento vascular dependente do endotélio
(PINTO et al., 2009). Por outro lado, a administracdo concomitante de G-Hesperidina
preveniu parcialmente a redugdo do relaxamento causado pelo L-NAME, uma vez que a
poténcia da ACh no grupo L-NAME + GHD foi significativamente maior quando comparado
ao grupo tratado apenas com L-NAME, embora tenha sido significativamente menor quando
comparado ao grupo controle (P<0,05). Ndo houve alteracdo de resposta maxima em nenhum

dos grupos estudados (Figura 1).
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Figura 1. Curva concentracdo efeito a acetilcolina (painel esquerdo) e poténcia da acetilcolina (pECso; painel
direito) obtidos em artéria mesentérica superior de animais controles, tratados com L-NAME e L-NAME +
GHD. Os dados estdo expressos em média + E.P.M. a - P<0,05 comparado ao grupo controle; b - P<0,05
comparado ao grupo L-NAME. ANOVA e Tukey-Kramer (n = 4~5).

Nossos dados corroboram com dados prévios que demonstraram que o tratamento com
hesperidina melhora o relaxamento vascular dependente do endotélio em ratos
espontaneamente hipertensos (DOBIAS et al., 2016). Yamamoto et al. (2008) verificou que
apos a ingestdo de G-Hesperidina, a acdo de seu metabdlito hesperitina leva a um efeito
hipotensor em animais espontaneamente hipertensos apos 9h e 12h da ingesta. Neste estudo,
também foi demonstrado um maior relaxamento induzido pela ACh na artéria aorta dos
animais tratados com a G-hesperidina. Similarmente, a ingestdo continua de hesperidina de
ratos espontaneamente hipertensos levou a prevencdo do desenvolvimento da hipertensdo
arterial (YAMAMOTO et al., 2013). Em humanos, a ingestdo da hesperidina proveniente do
suco de laranja em individuos saudaveis apontou para mudancas favoraveis na pressdo arterial
e funcdo endotelial, (MORAND et al., 2011). Em conjunto, estes dados sugerem que este
flavonoide possui potencial terapéutico para o controle de disfuncdo vascular, através da

modulacdo das respostas de relaxamento mediadas pelo NO derivado da célula endotelial.

O relaxamento vascular também foi avaliado através de curvas concentragdo efeito ao
nitroprussiato de sodio (SNP), substancia vasodilatadora que ap6s biotransformacao, promove
vasodilatacdo doando espontaneamente uma molécula de NO de forma independente de
endotélio e da enzima NOS (KOWALUK et al., 1992). Como esperado, o tratamento com L-
NAME ndo alterou a poténcia tampouco a resposta maxima do relaxamento induzido pelo
SNP na artéria mesentérica, quando comparado ao controle. Por outro lado, inesperadamente,
0 tratamento com G-hesperidina levou a reducdo significativa da poténcia do SNP, sem
alteracdo da resposta maxima, comparado aos grupos controle e L-NAME (P <0,001; Figura

2).
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Diferente do que foi observado com a acetilcolina, o tratamento com o antioxidante
levou a um prejuizo do relaxamento vascular mediado pelo SNP. Entretanto, nos especulamos
que o menor relaxamento tenha ocorrido em funcdo de um prejuizo na biotransformacéo do
NO a partir do SNP, uma vez que os dados de relaxamento da acetilcolina nos indicam que o
tratamento com a GHD melhora o relaxamento vascular mediado pelo NO, e o relaxamento
mediado pelo SNP na artéria mesentérica dos animais tratados com L-NAME, mostra que o

blogqueio agudo da sintese de NO néo traz prejuizos para a musculatura vascular lisa.

Embora o mecanismo de biotransformacdo do SNP em NO ndo tenha sido
completamente elucidado, sabe-se que € necessario que ocorra reducdo de um elétron da
molécula de SNP para que ocorra a liberacdo posterior de NO e consequente acao
vasodilatadora (HARRISON e BATES, 1993). A acdo antioxidante da hesperidina ocorre
através da doacdo de elétrons. (RAMIREZ-TORTOZA et al., 2001; MILANI et al., 2012).
Desta forma, é possivel que esta acdo tenha produzido interferéncia no processo de
biotransformacdo do SNP para conversdo do NO, comprometendo sua producdo. Acredita-se
que este efeito ndo possui relagdo direta com agdo do NO no musculo liso vascular, uma vez
que o resultado encontrado para vasodilatagdo mediada por estimulos colinérgicos foi

satisfatorio.
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Figura 2. Curva concentracdo efeito (painel esquerdo) e poténcia (pECso; painel direito) do SNP em artéria
mesentérica superior de animais controles, tratados com L-NAME e L-NAME + GHD. Os dados estdo expressos
em média + EPM. a - p<0,05 comparado ao grupo controle e ao grupo L-NAME. ANOVA e Tukey-Kramer (n =
4~5).

A resposta contratil da artéria mesentérica foi avaliada através de curvas concentragdo-

efeito a fenilefrina (PE). A figura 3 mostra que ndo houve alteracdo de resposta maxima nem
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de poténcia (pECsp) a fenilefrina  em nenhum dos grupos estudados.
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Figura 3. Curva concentracéo efeito (painel esquerdo) e poténcia (pECso; painel direito) da fenilefrina (PE) em
artéria mesentérica de animais controles ou tratados com L-NAME e L-NAME + GHD. Os dados estdo
expressos em média + EPM. ANOVA e Tukey-Kramer (n = 3~6).

Para analise complementar foram realizadas dosagens plasmaticas de glicose,
buscando verificar se a adi¢do de um radical glicidico a hesperidina produziria alteragdes nos
niveis de glicemia dos animais, no tempo proposto para o tratamento. A glicemia ndo foi

alterada em nenhum dos grupos estudados (figura 4).

Glicose
200-
150
3
5 100
E
50|
o-
T @I T
@ 9
O vw}‘ &
0(\ § *
< ~ &
ol
S
[V

Figura 4. Niveis plasmaéticos de glicose em animais controles ou tratados com L-NAME ou L-NAME + GHD.
Os dados estdo expressos em média + EPM. ANOVA e Tukey-Kramer (n = 6).

Além disso, avaliamos se o tratamento agudo com G-hesperidina poderia causar
alguma alteracédo da funcédo hepética ou renal. Para tanto foram feitas dosagens de albumina e
ureia, respectivamente. Similarmente a glicemia, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos estudados, demonstrando que dentro do periodo e doses
propostas para este estudo nenhum dos tratamentos produziu hepato ou nefrotoxicidade
(Figura 5). Estudo prévio demonstra que o tratamento com L-NAME prejudica a funcédo

hepatica em ratos (SETH et al., 2016). Nés hipotetizamos que o tratamento com a GHD
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poderia ter uma agdo protetora aos tecidos hepético e renal, uma vez que estudos mostram que
os flavonoides apresentam acdo hepatoprotetora e nefroprotetora, em diferentes condicoes
patoldgicas, como por exemplo no cancer (PARI et al., 2015; ZAGHLOUL et al., 2017).
Entretanto, todos estes efeitos demonstrados decorreram de tratamentos por um periodo de
tempo maior. Assim, nossos dados indicam que a administracdo aguda de GHD ndo traz

beneficios ou prejuizos ao tecido hepatico ou renal, na auséncia de disfuncdo associada.
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Figura 5. Niveis plasmaticos de albumina (a) e uréia (b) em animais controles ou tratados com L-NAME ou L-
NAME + GHD. Os dados estdo expressos em média £ EPM. ANOVA e Tukey-Kramer (n = 6).

O organismo é dotado de uma defesa antioxidante, constituida por enzimas e agentes
ndo enzimaticos (como vitaminas), que neutralizam os radicais livres, evitando suas acdes
deletérias como dano a membrana celular ou ao DNA. Contudo, em estados patoldgicos, a
defesa antioxidante endogena falha e a producdo de radicais livres supera o nivel de
metabolizacdo, levando ao quadro de estresse oxidativo. A producdo de radicais livres é
consequéncia do metabolismo da respiracdo celular, no qual 5% do O ndo sera convertido em
agua. Resumidamente, o oxigénio, em razdo da sua configuracdo eletrénica, tem forte
tendéncia a receber um elétron de cada vez. A adicdo de um elétron a uma molécula de
oxigénio no estado fundamental forma o radical, altamente reativo O (superoxido).
Rapidamente ocorre acdo da enzima superdxido dismutase — SOD que impede o acimulo
deste radical livre, formando a partir dele o perdxido de hidrogénio (H20.), composto menos
reativo (PAL, 1994; RABELO et al., 2010). Porém, quando o H»O, estd em grande
quantidade, pode reagir com o ferro do organismo, formando o radical hidroxila (OH"),
composto altamente reativo, capaz de reagir e alterar diversas estruturas celulares que estejam
proximas, intervindo sobre enzimas, membranas e acidos nucléicos. No entanto, com acdo das
enzimas antioxidantes catalase e glutationa peroxidase, em condicdes fisioldgicas este H2O»
pode ser convertido em agua (JENKINS, 1988; RABELO et al., 2010; VASCONCELOS et
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al., 2014). Neste sentido, devido a importante acdo dos antioxidantes enddgenos, foram
determinados os niveis de superdxido dismutase (SOD) e catalase no plasma dos animais

tratados.

Nosso estudo mostrou que 24 horas de tratamento com L-NAME, bem como a
associacdo com a GHD, ndo alterou a atividade das enzimas SOD ou catalase (Figura 6).
Entretanto, é interessante observar que ha alguma tendéncia a diminui¢do da catalase nos
animais tratados com L-NAME, que sdo prevenidas quando o tratamento com a GHD foi
associado. Mais estudos sdo necessarios para compreender, & longo prazo, as possiveis

alteracdes destes tratamentos sobre a atividade enddgena destas enzimas.
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Figura 6. Atividade plasmatica das enzimas SOD (a) e catalase (b), em animais controles ou tratados com L-
NAME ou L-NAME + GHD. Os dados estdo expressos em média + EPM. ANOVA e Tukey-Kramer (n = 6).
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4 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que o tratamento com GHD promove melhora do
relaxamento dependente de endotélio na presenca do inibidor da sintese de NO, L-NAME, por
um mecanismo que ndo esta associado a sua atividade antioxidante. Isto sugere que a GHD
pode apresentar uma relevancia clinica positiva na prevencdo de alteracGes vasculares

associadas ao aumento da pressao arterial.
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